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摘 要：反硝化作用是在微生物参与下的土壤氮循环中的一个重要过程，反硝化作用强弱直接影响着氮素的利用。反硝化微生物
是一大生理类群，广泛分布于细菌、真菌和古菌中，经典的 16S rRNA 方法不适合反硝化细菌的生态学研究。利用功能基因，结合现
代分子生物学技术，已成为反硝化研究的常用方法。主要介绍了变性梯度凝胶电泳、末端标记限制性片段长度多态性技术、实时荧
光定量 PCR、反转录 PCR 以及最近发展起来的高通量测序技术和功能单细胞分离技术在反硝化生态研究中的应用，并综述了土壤
反硝化作用的研究进展及其影响因素，对反硝化未来的研究技术和方向进行了展望。
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Abstract：Denitrification, a microbial redox process in which nitrogen oxides are reduced stepwise to gaseous products, is an important step
in nitrogen cycling, especially in the soil environments. Denitrifying microbes possess a series of enzymes encoded by various functional
denitrifying genes. The classic 16S rRNA molecular method is not suitable for the study of diversity and abundance of denitrifying bacteria,
since denitrifying microorganisms are a large physiological group of microbes widely distributed in bacteria, fungi and archaea. It is easier to
distinguish microbes with different ecological functions by investigating specific functional genes. The application of modern molecular tech－
niques, including denaturing gradient gel electrophoresis（DGGE）, terminal restriction fragment length patterns（T-RFLP）, real-time fluo－
rescent quantitative PCR（qPCR）, and reverse transcription-PCR（RT-PCR）techniques, as well as the newly developed high-throughput
sequencing technique and functional single-cell（FSC） isolation method in denitrification ecological research are reviewed in this paper.
Compared with the traditional methods, high-throughput sequencing technique could provide more reliable results to directly understand the
denitrifying communities, and would contribute to the identification of new denitrification pathways when combined with FSC isolation
method. The progress of molecular ecology research on soil denitrification mechanism and its influencing factors are also reviewed. In addi－
tion, the main influencing factors including temperature, pH, carbon and nitrogen sources and dissolved oxygen are discussed in relation to
the denitrification activity. Finally, some new directions in the denitrification research are proposed in this paper.
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境造成危害。根据 IPCC 的报告，以 100 年影响尺度
计，N2O 的增温效应是 CO2 的 300 倍[1-2]。此外，N2O 还
会破坏臭氧层[3]，增加皮肤癌的患病机率。虽然硝化










的需要。目前，基于 DNA 或 RNA 的分子生物技术已
被广泛应用于环境微生物各领域研究。近 10 年来，环
境中细菌的群落多样性研究集中在它们的系统多样
















minal restriction fragment length patterns，T-RFLP）、实














及氧化亚氮还原酶 （Nitrous oxide reductase，Nos），而
这些酶又由特异的功能基因编码。Nar 又分为膜结合












物。但 Philippot 等[3]研究发现土壤中缺少编码 nos 基
因的微生物量的变化并不明显影响 N2O 的产生量，这

































的技术分别是 DGGE、T-RFLP、qPCR 以及 RT-PCR
等，而一些新的技术如高通量测序和功能单细胞
















nirS、nirK 和 nosZ 最合适的引物用于 PCR 和 DGGE，




的影响，通过对 nosZ 的 PCR-DGGE 研究，发现植被
可以影响微生物群落结构和功能，并揭示了植被存在
可以促进微生物的硝化和反硝化作用。Wertz 等[27]研
究了马铃薯农田中 nirK 微生物的分布，通过 PCR-
DGGE 和 反 转 录 PCR-DGGE 分 别 研 究 了 DNA 和





genic spacer region analysis） 来分析全部根际微生物，
结合 DGGE 和 RFLP（Restriction fragment length poly－
morphism）技术，研究了长期施用有机和无机肥料对
























中。湿地是 N2O 重要的源、汇和转换器[31]，Ba觡eras 等[32]




主要影响 nosZ 菌群。Enwall 等[33] 则比较了DGGE 和
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T-RFLP 技术对土壤中 nosZ 反硝化群落的分析结果，
发现 DGGE 的分辨率要高于 T-RFLP 技术。美国

























日本学者 Yoshida 等[38]对 nirK 和 nirS 基因的定量研
究显示水稻田中 nirK 基因的拷贝数要高于 nirS 的拷
贝数，并且拷贝数会随着土壤条件的变化而变化。但
俄罗斯学者 Palmer 等[2]在对北极苔原永久冻土的反
硝化基因定量分析发现 nirS 基因的拷贝数比 nirK
基因要高出约 1000 倍。说明不同土壤里反硝化基
因 的组成大不相同。Henry 等 [39]对 6 种不同土壤中
的 16S rRNA、nosZ、narK、narG 基因定量分析发现，
16S rRNA 拷贝数最高，nosZ 最低，而 nirK 和 narG 介
于二者之间，nosZ 和 nirK 与 16S rRNA 基因拷贝数的
比值介于 5%~6%之间，说明反硝化细菌在总的细菌
群落里所占的比例并不高。qPCR 主要反应的是微生
物在土壤中的丰度，因此常常与 DGGE 和 T-RFLP 技
术结合起来用于反硝化的研究。通过对北京农村 3 个




溉的地区其 N2O 排放量更高。Chen 等[41]以水稻田为
对象，研究了不同施肥制度对反硝化微生物的影响。









RT-PCR 技术是以 mRNA 为模板，通过 PCR 技







mRNA 进行分析，利用 mRNA 研究反硝化基因可以
更直接地了解反硝化活性，找到有活性的反硝化微生
物[42]。尽管可以从土壤中提取出总的 RNA 来，但顺利
地对 mRNA 进行 PCR 扩增也是一个难题 [43]，目前关
于反硝化基因 RNA 水平研究的报道也并不多。Bau－
mann 等[44]在 1997 年时就利用 RNA 探针检测了活性
污泥中反硝化基因的表达。在 2002 年，Nogales 等[45]
从河口湾沉积物提取 mRNA，首次利用 RT-PCR 技术
检测反硝化过程中的功能基因，并检测到了 nirS 和
nosZ 基因的表达。后来，Sharma 等[46]从豆类根际提取
出 mRNA，通过 RT-PCR 对 nirK 和 nirS 基因进行检
测，结果显示所有样品的 nirK 基因都能被监测到，而
nirS 却不能。利用 DGGE 和 RFLP 进一步对 nirK 分析
发现，植物种类能明显影响反硝化微生物种群。最近，
Shannon 等 [47] 研究了葡萄糖添加和硝酸盐添加对
cnorB 基因丰度及其 mRNA 水平的影响，利用 qPCR
和 RT-PCR 技术对 cnorB 进行定量分析，发现葡萄糖
添加可以明显增加 cnorB 基因丰度及其 mRNA 的表
达，并且对硝酸盐添加的响应也是受碳源影响的。意
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中表现活性的条件。转录水平的研究最重要的步骤就
















行，主要包括罗氏 454 公司的 GSFLX 测序平台、Illu－
mina 公司的 Solexa Genome Analyzer 测序平台和 ABI
公司的 SOLiD 测序平台[50]。目前大部分对环境样品的
宏基因组研究都是基于细菌或古菌 16S rRNA 或真核
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过低都会抑制反硝化作用。在适宜温度范围内，随着
温度的升高，反硝化作用速率也加强。徐亚同[64]发现，
在 pH 值和 C/N 一定的情况下，反硝化速率随温度的
升高而升高。郑兰香等[65]的实验结果也表明生物膜在
22℃下的反硝化速率要比 13 ℃下的大。在 15~35 ℃
温度范围内，Stanford 等[66]也发现反硝化速率和温度
表现出协同作用。Keeney 等[67]研究了在 7~75 ℃范围
内反硝化速率的变化，发现在大于 15 ℃时，反硝化速
率是随着温度升高而升高的，并在 60~67 ℃时达到最










是 7.5。当 pH 偏离这一适宜值时，反硝化速率逐渐降
低，亚硝酸盐出现累积。C姚 uhel 等[12]研究了 pH 对反硝
化过程的影响，结果显示虽然 N2O 的通量没发生变





3.3~10 时，硝化反硝化速率随 C/N 的增加而增加。
C/N 对 N2O 的积累有很大影响，当碳源充足时很少出











等 [74]则发现在 NO-3 含量低的水体中，较高浓度的 O2
会促进反硝化作用，而在 NO-3 含量高的水体中，情况
则相反。N2O 的排放量是评价反硝化作用的一个指























研究表明，NO-3 和 NH+4 的含量和 N2O 的排放量是呈正












广、结构复杂，传统的 16S rRNA 方法具有明显局限
性，通过功能基因作为分子标记，结合 DGGE、T-
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